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MNNG誘導胃腸発癌に対する 1α（OH）D3の
抑制効果発現過程における血管新生の阻害について
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Inhibition of angiogenesis as a mechanism for inhibitory effect of 1α-hydroxyvitamin D3 on 
N-methyl-N`-nitro-N-nitrosoguanidine-induced gastrointestinal carcinogenesis in Wistar rats
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要 　　約
　MNNG誘導のラット胃腸発癌の 1α（OH）D3による抑制モデルにおいて血管新生阻害の有無及び VEGF
の関与を検討した。動物は８週令の雄性ウイスターWKYラットを用いた。MNNGは蒸留水に溶解し、
100mg/ℓの濃度に調節した。1α（OH）D3を中鎖脂肪酸（以下MCT）に溶解し、0.2μg/mℓの濃度とした。
ラットに 0.01％MNNGを 24週間飲水投与した。その後さらに 24週間、第１群は無処置、第２群は
1α（OH）D3 の溶媒であるMCT 0.2mℓを、第 3群ではMCT 0.2mℓあたり 0.04μgの 1α（OH）D3をそれぞ
れ週３回経口投与した。投与期間中、４週毎に体重測定を実施し、MNNG投与 48週目に麻酔下で屠殺
した。固定された検体はパラフィンで包埋後薄切し、１つはヘマトキシリン染色、さらに血管内皮細胞、
VEGFについては Streptoavidin-biotin（SAB）法による免疫染色を行った。胃腸腫瘍の発生率はMNNG
のみの対照群（第１群）は 30匹中 16匹（53％）、MNNG＋MCT群（第２群）は 30匹中 16匹（53％）、
MNNG＋1α（OH）D3 （第３群）は 30匹中８匹（27％）であった。第３群の腫瘍発生率とラット１匹あた
りの腫瘍の個数は第１群のそれに比べ有意に低下している。第１群の vessel count は 3.77で、第 3群の
それは 1.60であり有意に減少している。また、第１群の VEGF発現程度は 1.57、第３群のそれは 1.42
であり減少傾向であった。以上、1α（OH）D3の経口投与によりMNNG誘導ラット胃腸発癌は抑制された。
1α（OH）D3は VEGFを介して血管新生を制御し、胃腸癌の発生抑制に働いたと考える。
キーワード：血管新生阻害、活性型ビタミン D、MNNG、胃腸発癌、ラット
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はじめに
　胃癌は世界において最も重要な癌のひとつで
ある。われわれは 1998 年、N-methyl-N`-nitro-N-
nitrosoguanidine（以下MNNG）誘導の胃腸発癌を活
性型ビタミン Dが抑制することを報告した（１）。そ
の機序として、今までにさまざまな学説が発表され
ている。１つは活性型ビタミン Dが癌細胞を分化
誘導する説（２）、２つ目は癌細胞の増殖をそれが抑
制する説であり、癌細胞の増殖抑制には、ornithine 
decarboxylase（以下 ODC）活性の誘導抑制が関係
しているといわれている（３）。３つ目は癌細胞に対
して直接毒性を発揮したり、アポトーシスを誘導
する説（４）などである。しかし、1996年、Aliniら
は正常の骨の増殖と分化に関係した血管新生に対
して活性型ビタミン Dが重要な働きを有すること
を報告した（５）。固形腫瘍が生体内で増殖するため
に継続的に血管が新生される必要があるといわれて
いる（６）。1999年 Isekiらは Azoxymetane誘導の大
腸癌を 1α（OH）D3が血管新生を阻害することによ
り抑制したことを報告した（７）。2005年には我々は
GFP（Green Fluorescent Protein）遺伝子を導入し作成
した Lews lung carcinoma cell（LLC-GFP cell）を使っ
た in vitroの実験で、血管内皮細胞を活性化し血管
新生を誘導する VEGF（Vascular endothelial growth 
factor）（８）の発現を 1α、25D3は容量依存的に抑制
し、さらにビタミン D受容体遺伝子欠損マウスに
おける腫瘍形成、癌転移を抑制したことを報告し
た（９）。今回我々はMNNG誘導のラット胃腸発癌の
1α（OH）D3による抑制モデルにおいて血管新生阻害
の有無及び VEGFの関与を検討した。
対象と方法（図１）
　動物は８週齢の雄性ウイスターWKYラットを用
いた。MNNGは蒸留水に溶解し、100mg/ℓの濃度
に調節した。1α（OH）D3を中鎖脂肪酸（以下MCT）
に溶解し、0.2μg/mℓの濃度とした。ラットに 0.01％
MNNGを 24週間飲水投与した。その後さらに 24
週間、第１群は無処置、第２群は 1α（OH）D3の溶
媒である MCT 0.2mℓを、第 3群では MCT 0.2mℓ
あたり 0.04μｇの 1α（OH）D3をそれぞれ週３回経口
投与した。投与期間中、４週毎に体重測定を実施
し、MNNG投与 48週目に麻酔下で屠殺した。開
腹後、胃粘膜を上にして板にはりつけ、そのまま
10％中性緩衝ホルマリンで固定した。固定された検
体はパラフィンで包埋後薄切し、１つはヘマトキシ
リン染色を、血管内皮細胞や、血管新生因子として
の VEGFについては Streptoavidin-biotin（SAB）法
による免疫染色を行った。血管内皮細胞は第Ⅷ因子
関連抗原により同定される（10）ので、DAKO社の抗
第Ⅷ因子関連抗体を用い、SAB法により免疫染色
を行った。内腔がなく、褐色に染色された１個また
は集族細胞を微小血管と判定した（図２）。Vessel 
countの測定には客観性をもたせるため、スライド
ガラスに格子のついたカバーグラスをのせ低倍率で
格子内へ腫瘍を移動させ、格子の左角の部位を 400
倍で観察した。１視野あたりの微小血管の数をすべ
ての視野で測定し、その平均値を計算した。VEGF
の免疫染色では一次抗体として Santa Cruz社のモノ
クロ－ル抗体を用いた。VEGFの染色程度の評価は
各切片における腫瘍内の最も濃染された部分で行
い、Zhangの方法（11）による high、lowの変法によ
図１　実験方法
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り、腫瘍毎に０～３＋のスケールで等級化した。さ
らに各群でみられる腫瘍のスケールの平均値を計算
し、その群の VEGF発現程度とした。図３は VEGF
は強染色されており３＋と判定した。
結　　果
　表１は各群における腫瘍発生頻度とラット１匹
あたりの腫瘍個数を示している。胃腸腫瘍の発生率
はMNNGのみの対照群（第１群）は 30匹中 16匹
（53％）、MNNG＋MCT群（第２群）は 30匹中 16
匹（53％）、MNNG＋1α（OH）D3（第３群）は 30匹
中 8匹（27％）であった。第３群の腫瘍発生率とラッ
ト１匹あたりの腫瘍の個数は第１群のそれに比べ有
意に低下している。ほとんどの腫瘍は腺癌であり漿
膜下まで浸潤し３群間に差はなかった。
　表２は第１群と第３群における１視野あたりの
図２　腫瘍内の微小血管
（抗第Ⅷ因子抗体による免疫染色　×400）
図３　腫瘍内で染色されたVEGF（×400）
表１　腫瘍発生率
表２　腫瘍発生率にみた VC と VEGF 発現程度の比較
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vessel countと VEGF発現程度を比較した表である。
第１群の vessel countは 3.77で、第３群のそれは 1.60
であり有意に減少している。また、第１群の VEGF
発現程度は 1.57、第３群のそれは 1.42で減少傾向
である。
考　　察
　1998年 1α（OH）D3の経口投与により MNNG誘
導ラット胃腸発癌は抑制されたことを報告した（１）。
1α（OH）D3は肝臓で 25位が水酸化され活性型ビタ
ミン D［1α25（OH）2D3］となり癌細胞を含む
（12）体
内の受容体に対してホルモン的に作用する（13、14）。発
癌の抑制機構にはいろいろな報告がなされている。
活性型ビタミンDが癌細胞を分化誘導する説（２）、癌
細胞の増殖をそれが抑制する説（３）、さらに癌細胞
に対して直接毒性を発揮したり、アポトーシスを
誘導する説（４）などである。今回、我々は Isekiの
大腸癌に関する報告と同じく（７）、コントロール群
に比べ、1α（OH）D3投与群で有意に vessel countの
減少を認め、また VEGF発現程度の減少傾向もみ
られた。このことにより、1α（OH）D3は VEGFを介
して血管新生を制御し、胃腸癌の発生抑制に働い
たと考える。固形腫瘍が生体内で増殖するために
は継続的に血管が新生される必要があり（６）、転移
巣での再増殖にも血管新生が必要なことは知られて
いる（15）。1970年以降、血管新生を阻害することに
より癌の増殖、転移を抑制しようとする試みがはじ
まっている（９、16）。そこで、1α（OH）D3は毒性が少
なく、臨床的にひろく、長期的に使われている薬物（17）
として今後臨床応用が期待される。
　なお本研究は兵庫医科大学で施行された動物実験
結果［Cancer Letters 122（1998）：227－230］に基
づき継続したものである。
Abstract
The effect of 1α-hydroxyvitamin D3（1α（OH）D3）on 
the incidence of gastrointestinal tumors induced by 
N-methyl-N`-nitro-N-nitrosoguanidine（MNNG）and 
angiogenesis of gastrointestinal tumors were investigated 
in male Wistar rats. After oral treatment with 0.01% 
MNNG for 24 weeks in rats, 0.04μg of 1α（OH）D3 or 
its vehicle were administered by gastric intubation three 
times a week for 24 weeks. Prolonged administration of 
1α（OH）D3 at a non-hypercalcemic dose significantly 
reduced the incidence of gastrointestinal tumors in week 
48. Administration of  1α（OH）D3 significantly decreased 
the intensity of immunohistochemical staining for 
vascular endothelial growth factor（VEGF）and vessel 
counts in gastrointestinal tumors. These results indicated 
that a non-hypercalcemic dose of  1α（OH）D3 had a 
inhibitory effect on MNNG-induced gasrtointestinal 
carcinogenesis. A possible mechanism of inhibition 
of gastrointestinal carcinogenesis by 1α（OH）D3 is 
mediated by the inhibition of angiogenesis as well as an 
antiproliferative effects.
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